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Fe3+配位调控分光光度法快速检测
3,4-二羟基苯乙醇

周隽涵  郑建仙  孙 璐

（华南理工大学，广东  广州   510641）

摘要：［目的］解决在 4-羟基苯乙醇（HPET）催化体系中快速检测 3，4-二羟基苯乙醇（DHPET）因传统紫外分光光度法光

谱重叠干扰受限问题。［方法］针对现有方法特异性不足的问题，提出基于 Fe3+配位调控的分光光度快速检测法，通过

Fe3+与 DHPET 邻苯二酚基团的双齿螯合作用，诱导特征吸收光谱红移至 760 nm，显著区别于单酚化合物的弱配位响

应。［结果］优化条件后，方法线性范围为 3~100 mmol/L（R2=0.998），检出限为 0.709 mmol/L，精密度（RSD）<2%，满足

工业催化体系实时监测需求。［结论］双齿配位增强选择性的分子机制在酶催化体系中具有实用性，可为 DHPET 工业

化生产提供低成本、快速的分析工具。

关键词：紫外—可见分光光度法；Fe3+配位；3，4-二羟基苯乙醇；选择性检测；金属—多酚络合

Rapid detection of 3,4-dihydroxyphenylethanol by ultraviolet 

spectrophotometry based on Fe3+ coordination modulation

ZHOU Junhan ZHENG Jianxian SUN Lu

（South China University of Technology, Guangzhou, Guangdong 510641, China）

Abstract: ［［Objective］］ To address the limitation of spectral overlap interference in the rapid detection of 3, 4-dihydroxyphenylethanol 

(DHPET) within the 4-hydroxyphenethyl alcohol (HPET) catalytic system using traditional ultraviolet spectrophotometry. ［［Methods］］ To 

overcome the insufficient specificity of existing methods, a rapid spectrophotometric detection method based on Fe3+ coordination 

modulation was proposed. Through bidentate chelation between Fe3+ and the catechol group of DHPET, the characteristic absorption 

spectrum was induced to undergo a bathochromic shift to 760 nm, significantly distinguishing it from the weak coordination response of 

monophenolic compounds. ［［Results］］ After optimization, the method exhibited a linear range of 3~100 mmol/L (R2=0.998), a detection 

limit of 0.709 mmol/L, and precision with RSD<2%, meeting the requirements for real-time monitoring in industrial catalytic systems. 

［［Conclusion］］ The molecular mechanism of enhanced selectivity through bidentate coordination is practical in enzymatic catalytic systems, 

providing a low-cost, rapid analytical tool for the industrial production of DHPET.

Keywords: UV spectrophotometry; Fe3+ coordination; 3,4-dihydroxyphenylethanol; selective detection; metal-polyphenol complexation

3，4- 二 羟 基 苯 乙 醇（3，4-dihydroxyphenylethanol，

DHPET）是一种天然多酚化合物，广泛存在于橄榄及其衍

生产品中，凭借其邻苯二酚结构的强抗氧化与抗菌活

性［1］，在食品保鲜、医药及功能性食品领域展现出重要应

用潜力。使用 4-羟基苯乙醇（4-hydroxyphenethyl alcohol，

HPET）作为底物进行生物转化是获得 DHPET 的最方便

快 捷 的 途 径［2］，优 势 在 于 反 应 体 系 仅 存 在 DHPET 和

HPET 两种化合物，无需复杂分离，且酶法相比于化学合

成法具有高度的立体选择性和化学选择性［3］。

但现开发的定量区分 DHPET 与 HPET 的方法较为传

统，以高效液相色谱（HPLC）和液相色谱—质谱联用（LC-

MS）为主。Piñeiro 等［4］开发了一种荧光检测高效液相色
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谱方法（HPLC-FLD），用于检测 DHPET 和 HPET；Miralles

等［5］通过液相色谱法测定橄榄提取物中的 DHPET 和

HPET，用于化妆品的质量控制。现有检测方法虽精度

高，但仪器昂贵、前处理复杂，难以满足优化反应进程中

快速检测需求；且 DHPET/HPET 酶促反应因其体系简单

而被广泛应用，复杂的检测工序与优化反应简便的目的

背 道 而 驰 。 传 统 紫 外 分 光 光 度 法 虽 操 作 简 便 ，但 因

DHPET 光谱于非可见光区域，且与其反应前体 HPET 互

为结构类似物，其特征吸收峰光谱重叠，检测特异性不

足，限制了其在酶催化工艺优化体系中的应用。

非共价配位化学为提升光谱检测选择性提供了新思

路，金属离子与酚类化合物的配位作用可通过调控电子

跃迁路径，诱导特征吸收峰位移，从而增强目标物的光谱

响应特异性。Sun 等［6］开发了一种铁/氮共掺杂碳点（Fe/

N-CDs），结合紫外—可见吸收与荧光光谱双模式检测多

巴胺，其检测限低至 0.13 μmol/L，且抗干扰能力显著优于

传统单波长法；Espina 等［7］系统研究了铁—单宁酸复合物

的多光谱学特性，发现邻苯二酚基团与 Fe3+的配位作用

可诱导吸收光谱红移，并通过特征峰分离实现多酚的精

准识别。这些成果为克服在含大量 HPET 中检测 DHPET

的光谱干扰问题提供了重要启示：通过引入金属配位反

应调控吸收特性，可能成为优化分光光度法选择性的有

效途径。

现有关于天然产物含量研究多集中于多酚定性分

析，针对 DHPET 定量检测的配位策略及条件优化尚未系

统开展，此类定性研究方法不适用于生产 DHPET 中过程

监测，且对共存干扰物 HPET 的抗干扰机制缺乏深入解

析。基于此，研究拟提出一种基于 Fe3+ 配位调控的紫

外—可见分光光度法，通过系统研究 Fe-DHPET 络合物形

成的影响，优化显色反应条件，建立适用于 HPET 催化反

应基质的检测方法，以期实现 DHPET 的高效、精准检测。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

4-羟基苯乙醇、3，4-二羟基苯乙醇：分析纯，上海源叶

生物科技有限公司；

六水合氯化铁、六水合氯化铝：分析纯，上海麦克林

生化科技有限公司；

二水合氯化铜：分析纯，上海阿拉丁生化科技有限

公司；

氢氧化钠：分析纯，上海毕得医药科技股份有限

公司；

浓盐酸：分析纯，广州化学试剂厂；

乙腈：色谱纯，上海阿拉丁生化科技有限公司；

乙酸：色谱纯，上海麦克林生化科技有限公司；

酪氨酸酶（菌菇源）、还原型辅酶Ⅰ（NADH）、黄素腺

嘌呤二核苷酸（FAD）：上海源叶生物科技有限公司。

1.1.2　主要仪器设备　

精密电子天平：BSM-220.4 型，上海卓精电子科技有

限公司；

集热式恒温加热磁力搅拌器：HS8Pro 型，群安科学仪

器（浙江）有限公司；

纯水机：AZX-08UC-C3+2B 型，深圳市安吉尔实业

有限公司；

超声波清洗仪：CD-D10 型，亦为超声技术（深圳）有

限公司；

紫外—可见分光光度计：UV-3200S 型，上海美谱达仪

器有限公司；

高 效 液 相 色 谱 仪 ：Agilent 1200 型 ，美 国 安 捷 伦

（Agilent）公司；

pH 计：PHS-3E 型，上海仪电科学仪器股份有限公司；

气浴振荡摇床：TS-200B 型，苏州川恒仪器有限公司。

1.2　方法

1.2.1　标准溶液与供试溶液制备　

（1） 4-羟基苯乙醇（HPET）标准储备液（100 mmol/L）：

精确称取 HPET 138.16 mg，溶于适量超纯水中，超声助溶

5 min，转移至 10 mL 容量瓶，定容，4 ℃避光保存。

（2） 3，4- 二 羟 基 苯 乙 醇（DHPET）标 准 储 备 液

（100 mmol/L）：精确称取 DHPET 154.16 mg，按上述方法

配制，储存于棕色玻璃瓶。

（3） 系列单组分标准工作液（0~100 mmol/L）：分别移

取 DHPET（或 HPET）标准储备液至 10 mL 容量瓶中，用超

纯水定容，配制 10~100 mmol/L 系列溶液。

（4） DHPET/HPET 混合标准溶液（模拟实际样品）：移

取 9.8 mL 100 mmol/L DHPET+0.2 mL 100 mmol/L 

HPET，定容至 10 mL，即得 98% DHPET（2% HPET）混合

液。移取 9.6 mL DHPET+0.4 mL HPET，定容至 10 mL，

即得 96% DHPET（4% HPET）混合液。以此类推，按比例

配制 94%，92%，90% DHPET 混合液。

（5） 氯 化 铁 溶 液（100 mmol/L）：称 取 FeCl3·6H2O 

270.3 mg，溶于 5 mL 超纯水，加入 10 μL 浓盐酸抑制水解，

磁力搅拌 10 min，转移至 10 mL 容量瓶，定容至刻度线，

4 ℃避光保存。

（6） 氯 化 铜 溶 液（100 mmol/L）：称 取 CuCl2·2H2O 

170.48 mg，溶于超纯水，超声溶解后定容至 10 mL，储存

于棕色瓶。

（7） 氯 化 铝 溶 液（100 mmol/L，AlCl3·6H2O）：称 取

AlCl3·6H2O 241.43 mg，溶于超纯水，定容至 10 mL，现用

现配。

（8） 氢氧化钠溶液（1 mol/L）：称取 NaOH 0.4 g，溶于

超纯水，定容至 10 mL，现用现配。

（9） 稀盐酸溶液（1 mol/L）：量取 8.26 mL，溶于 5 mL

超纯水，定容至 100 mL，避光保存。
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1.2.2　显色试剂选择　在比色管中依次加入体积比为 3∶

1 的 HPET 或 DHPET 标准溶液（100 mmol/L）与金属离子

（Fe3+、Cu2+、Al3+）标准溶液。摇匀后放置，同时配制相应

的试剂空白溶液，以试剂空白作参比在 190~900 nm 区间

内用 10 mmol/L 比色皿测量吸光度，扫描间隔 1 nm。

1.2.3　显色底物选择　采用 DHPET/HPET 混合标准溶液

模拟实际样品，按 1.2.2 体系配制反应液后以相同方法

测量。

1.2.4　反应条件优化　

（1） 浓度优化：在比色管中依次加入体积比为 3∶1，2∶1，

1∶1，1∶2，1∶3 的 HPET 或 DHPET 标准溶液（100 mmol/L）

与筛选后金属离子标准溶液，检测方法同 1.2.2。

（2） 酸碱度优化：依照上述方法配制显色体系，在比

色管中依次加入不同量的氢氧化钠标准溶液调节 pH，检

测方法同 1.2.2。

1.2.5　方法特性指标确认　根据 HJ 168—2020 方法，特

性指标包括检出限、测定范围（测定下限、测定上限）、准

确度（精密度、正确度）。

（1） 检出限（LOD 值）验证：分别准确加入浓度 10~

100 mmol/L DHPET 标准溶液配制梯度。同 1.2.2 试验方

法操作测量吸光度绘制工作曲线。重复 7 次空白试验，回

归计算后扣除空白值后与 0.01 吸光度相对应的浓度值作

为检出限，按式（1）计算方法检出限。以 4 倍检出限作为

测定下限。结合方法校准曲线的上限、适宜的稀释倍数，

测定方法上下限。

LOD = 0.01
b

， （1）

式中：

LOD——检出限，mmol/L；

b——工作曲线斜率。

（2） 精密度和正确度验证：选取高、中、低 3 个不同浓

度水平的统一样品进行测定。其中，高浓度样品选择校

准曲线线性范围上限附近浓度，中浓度样品选择校准曲

线中间点附近浓度，低浓度样品选择测定下限附近浓度。

按上述方法配制 10，50，80 mmol/L DHPET/HPET 混合标

准溶液模拟实际样品，每个浓度水平的样品按照全程序

进行至少 6 次平行测定。分别计算各浓度水平下测定结

果的平均值（x̄x̄）、标准偏差（SD）、相对标准偏差（RSD）及

相对误差（RE），以表征方法的重复性和精密度，评估方法

的准确性和可靠性。全面验证方法在不同浓度范围内的

精密度与正确度，确保分析结果的稳定性和准确性。分

别按式（2）和式（3）计算相对标准偏差和相对误差。

RSD = SD

x̄
× 100%， （2）

RE = x̄- μ
μ

× 100%， （3）

式中：

RSD——相对标准偏差，mmol/L；

RE——相对误差，mmol/L；

SD——标准偏差，mmol/L；

x̄x̄——平均值，mmol/L；

μ——标准物质的浓度（含量），mmol/L。

1.2.6　方法比对与验证　

（1） 实 际 样 品 制 备 ：在 50 mL 去 离 子 水 中 溶 解

40 mmol/L 4- 羟 基 苯 乙 醇 后 ，加 入 2 mL 酪 氨 酸 酶 液

（200 U/mL）、1 mmol/L NADH 和 3 μmol/L FAD 作为酶还

原剂。在 30 ℃恒速通气 0.8 L/min 条件下，酶促反应 1.5，

3.0 h 后 分 别 取 样 ，分 别 标 记 为 1.5 h（样 品 1）、3.0 h

（样品 2）。

（2） 方法比对：对实际催化反应样品采集 2 个浓度水

平接近的样品，分别采用新方法（分光光度法）与比对方

法标准（液相色谱法）进行测定，获得至少 7 组配对测定数

据 。 其 中 液 相 色 谱 分 析 条 件 ：色 谱 柱 为 反 相 ODS 柱

（250 mm×4.6 mm×5.0 μm）；流动相：乙腈—0.1% 乙酸水

溶液（V 乙腈∶V0.1% 乙酸水溶液=20∶80）；流动相流速 1.0 mL/min；

紫外检测波长 270 nm；柱温 25 ℃；进样量 10.0 μL；分析时

长 10 min。

（3） 加标比对：向同一实际催化反应样品中加入标准

溶液，通过分光光度法与液相色谱法 2 种方法同时测定样

品及加标后催化样品浓度。加标质量浓度分别为 10，20，

40 mg/mL。按式（4）~式（6）计算加标回收率、加标回收率

的标准偏差。

Pi =
ȳ i - x̄ i
μ

， （4）

SP̄ =
∑i= 1

l ( Pi - ∑i= 1
l P i l )

l- 1 ， （5）

P̄± 2SP̄ = ∑i= 1
l P i

l
± 2

∑i= 1
l ( Pi - ∑i= 1

l P i l )
l- 1 ，

（6）

式中：

x̄ i——第 i个对某一浓度或含量水平样品测试的平均

值，mmol/L；

ȳ i——第 i个对加标样品测试的平均值，mmol/L；

μ——加标量（加标后的浓度不应超过方法线性范围

的上限），mmol/L；

Pi——第 i个加标回收率，mmol/L；

l——测定加标回收率总个数；

P̄——l个验证加标回收率的均值，mmol/L；

SP̄——l 个 验 证 实 验 室 加 标 回 收 率 的 标 准 偏 差 ，

mmol/L。

1.2.7　数据处理　所有试验结果表示为平均值±标准

差。使用 SPSS Statistics 22.0 软件进行回归分析。利用

Origin 2021 软件绘图。
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2　结果与分析

2.1　吸收光谱特征

2.1.1　不同金属离子络合作用　如图 1 所示，3，4-二羟基

苯乙醇（DHPET）及 4-羟基苯乙醇（HPET）在未与金属复合

时，其紫外光谱分别在 210 nm 和约 270 nm 处显示出两段

特征的酚类物质吸收带，这些吸收带源自 π→π*跃迁的 K-

bands以及苯环共轭的 B-bands［8］，与 DHPET/HPET 的典型

光谱特性及文献［9］报道一致。在不同金属离子与 DHPET

及其结构类似物 HPET 的络合反应中，观察到显著的溶液

颜色变化及紫外—可见吸收光谱特征差异。

随着络合物形成，明显发现在 Cu2+与 Al3+体系中，

Cu2+初始溶液呈浅蓝色，与 DHPET/HPET 反应后迅速褪

为无色透明，与 Al3+反应产生的无色透明体系表现一致，

均 在 200~300 nm 紫 外 区 出 现 强 吸 收 峰［图 1（c）、

图 1（d）］，归属为酚羟基→金属离子的配体—金属电荷转

移（LMCT）跃迁，其峰形和强度与 Nguyen 等［10］报道的多

酚—金属络合物特征的特征峰一致，表明络合物形成导

致金属离子 d-d 电子跃迁信号消失［11］。而在 Fe3+体系中，

Fe3+溶液与 DHPET/HPET 反应后颜色演变呈现动力学依

赖性——在可见光区（HPET-Fe 580~600 nm；DHPET-Fe 

720~760 nm）呈现特征吸收［图 1（b）］，提示 Fe3+与邻苯二

酚、苯酚基团的配位过程存在络合机制，且 DHPET-Fe 的

红移现象表明其配位位点或配体场强度与 HPET-Fe 存在

差异。

2.1.2　DHPET 与 HPET 间光谱差异　图 2 的紫外—可见

光谱显示，DHPET-Fe 络合物在 760 nm 处出现宽吸收带，

相 较 于 HPET-Fe（580 nm）红 移 ，表 示 邻 苯 二 酚 基 团

（DHPET）的双齿配位方式增强了配体场分裂能，而 HPET

的单酚羟基形成的单齿配位导致较弱的配位效应［12］。进

一步分析表明，DHPET-Fe 的八面体配位结构中，邻苯二

酚 氧 原 子 与 Fe3+ 形 成 双 齿 螯 合 ，引 发 π →dπ* 跃 迁 与

LMCT 协同效应；而 HPET-Fe的单齿配位仅涉及酚羟基氧

原子与 Fe3+结合，形成六配位复合物［13］。

图 3 显示溶液颜色与图 2 光谱特征的对应性，HPET-

Fe 580~600 nm 处的吸收峰，该波段对应视觉呈现蓝紫色

显色反应，DHPET-Fe 720~760 nm 处的吸收峰，对应视觉

呈现深绿色显色反应（图 3），而其他金属—多酚体系（如

HPET/DHPET-Cu 和 HPET/DHPET-Al）及空白对照均无此

响应，证实了金属—多酚络合物的特异性生成，这启发了

进一步思考比色分析的可行性，表明 Fe3+适用于基于比

色法的 DHPET 快速检测，而 Al3+与 Cu2+络合物因紫外区

信号重叠且无可见光响应，检测特异性受限。

DHPET-Fe 络合物紫外—可见吸收光谱在 760 nm 处

呈现特异性吸光度增强，与日光下 DHPET-Fe 溶液特有的

深绿色显色现象和谐对应，证实了该络合反应对 DHPET

的高选择性。浓度梯度试验显示，760 nm 处的吸光度值

与 DHPET 浓度（20~100 mmol/L）呈显著线性正相关，且

溶液颜色随浓度升高由浅绿渐变为深绿色，符合朗伯—

比尔定律，表明该波长下的吸光信号可作为 DHPET 定量

图 1　HPET/DHPET 在不同金属离子作用下的紫外—可见光吸收光谱

Figure 1　UV-vis absorption of HPET/DHPET in the presence of different metal ions
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分 析 的 可 靠 指 标 。 值 得 注 意 的 是 ，HPET-Fe 体 系 在

580 nm 处也表现出浓度依赖性吸光度增强及蓝紫色显色

现象，但其响应强度（ΔA<0.03）远低于 DHPET-Fe 体系

（ΔA>0.15），可归因于 HPET 单酚羟基结构的单齿配位模

式相较于 DHPET 邻苯二酚双齿配位的弱配体场效应［14］。

以上结果表明，DHPET-Fe 相较于 HPET-Fe 体系有更强的

选择特异性。

2.1.3　混合样品试样　为验证 DHPET-Fe 检测体系的选

择性，对 DHPET/HPET 混合样品进行紫外—可见光谱分

析，见图 4。结果表明，HPET-Fe 在 580~600 nm 的特征吸

收峰完全消失［图 4（a）］，而 DHPET-Fe 在 410~420，770~

780 nm 处呈现特征吸收带［图 4（c）］，其中 773.43 nm 处的

宽吸收带（半峰宽 314.81 nm）依然与图 3 中日光显色现象

形成光谱—视觉对应关系，且 760 nm 吸光值拟合曲线呈

强线性相关［图 4（b）］，证明双齿螯合优先级远高于单齿

螯合。

该宽谱带源于八面体配位场中多重能级跃迁的叠加

效应［15］，其显著峰面积占比 64.24%（表 1），证实双齿配位

模式具有更高的配位稳定性。760 nm 的特异性响应源于

邻苯二酚基团的双齿螯合作用，极大可能由于空间位阻

效应使 DHPET 优先占据 Fe3+ 配位位点，形成双齿络合

物，其配位稳定常数较 HPET 单齿配位模式高，从而有效

抑制竞争性结合［16］。上述试验现象证明，DHPET-Fe 作为

分光光度检测法的可行性。

图 2　在 Fe3+络合作用下的紫外—可见光吸收浓度梯度

Figure 2　UV-visible absorption concentration gradients under Fe3+ complexation

图 3　在 Fe3+络合作用下的梯度显色结果

Figure 3　Gradient color development results under Fe3+ 

complexation

图 4　Fe3+络合作用下的 DHPET/HPET 混合样品紫外—可见光吸收

Figure 4　UV-visible absorption of mixed DHPET/HPET samples under Fe3+ complexation
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2.2　吸收光谱条件优化

2.2.1　最佳反应浓度条件　在 pH 7.0 条件下，通过调节

DHPET 与 FeCl3 的摩尔比（1∶5~5∶1），系统研究配位平衡

对 DHPET-Fe 络合物形成的影响，见图 5。结果表明，

DHPET 过量的样品在 750 nm 处观察到最大吸光度，对应

于邻苯二酚双齿配位形成的稳定八面体络合物，此时

Fe3+配位位点被 DHPET 饱和，抑制了游离金属离子的氧

化活性［17］。Fe3+过量的条件下，吸光峰蓝移至 720 nm，且

吸 光 度 显 著 降 低 ，表 明 过 量 Fe3+ 通 过 芬 顿 反 应 引 发

DHPET 的氧化降解，生成醌类产物［18］。同时部分 Fe3+以

游离态或羟基水合离子［Fe（H2O）6］
 3+形式存在，导致配

位信号减弱［19］。

上述现象证实，DHPET 与 Fe3+的摩尔比显著影响络

合物的形成与稳定性。优化配比（1∶1）时，750 nm 吸光度

达峰值（A=2.52），且溶液呈均一深绿色，表明双齿配位主

导络合机制；而 Fe3+过量引发的氧化副反应可能干扰定

量检测，需通过控制金属离子浓度予以抑制。

2.2.2　最佳反应 pH　如图 6 所示，Fe3+的配位水合作用

通过降低配位水 pKa 促使羟基解离［20］，释放的质子驱动

金属氢氧化物前驱体形成，进而影响 DHPET 的螯合能

力，使 DHPET 与 Fe3+的配位行为呈显著 pH 依赖性。酸性

区间（pH 3~5）中儿茶酚羟基质子化（—OH），与 Fe3+仅通

过单齿配位结合，形成不稳定的单核络合物［21］，导致紫外

光谱在 580 nm 处呈现弱吸收，且无可见显色。当 pH 升至

近中性区间（pH 6.6）时，羟基去质子化形成邻苯二酚负离

子，与 Fe3+形成双齿螯合八面体结构［22］，770 nm 处出现强

LMCT 吸收带，溶液显深绿色。而当进入碱性区间（pH>
7.5）时出现酒红色配合物，其 420 nm 处蓝移吸收带对应

三齿配位构型［23］，该结构的形成导致摩尔吸光系数降低

约 40%。进一步增加 pH 至 8 后将引发 Fe（OH）3 沉淀，导

致信号衰减［24］。综上，pH 6.6 条件下，双齿配位主导的强

LMCT 效应与高稳定性，使其成为 DHPET 分光光度检测

的最优窗口。

2.3　DHPET检测方法建立

2.3.1　标准曲线　梯度配制 10~100 mmol/L 区间内 3，4-

二羟基苯乙醇（DHPET）标准溶液，分别与 100 mmol/L 

FeCl3 溶液按 1∶1 体积混合，调整 pH 6.6，室温避光反应

1 min。于 760 nm 处测定吸光度（A），以 DHPET 浓度为横

坐标、A 值为纵坐标拟合线性方程（见 2.3.2）。取待测液体

与等体积 FeCl3溶液反应，同标准曲线条件方法进行反应

后测定吸光度（A）值，代入方程计算 DHPET 浓度。

2.3.2　方法检出限与精密度　针对上述标曲进行线下拟

合，结果如图 7 所示。

以 DHPET 标准品为自变量，对应吸光值为因变量，

进行偏最小乘法拟合，得到拟合方程如表 2 所示。吸光度

与浓度在 10~100 mmol/L 范围呈良好的线性关系，其线性

回 归 方 程 为 ：Y=0.014 09x+0.654 22，决 定 系 数 R2=
0.991 82。计算得检出限 MDL 值为 0.709，以 4 倍检出限

作为测定下限，结果见表 2。

相对标准偏差（RSD）与相对误差（RE）是衡量模型预

测值与真实值误差的指标，二者值越小模型可靠性越强。

图 5　配位平衡对 DHPET-Fe 络合物形成的影响

Figure 5　Effect of coordination equilibrium on the 

formation of DHPET-Fe complexes

图 6　酸碱环境对 DHPET-Fe 络合物形成的影响

Figure 6　Effect of acid-base environment on the formation 

of DHPET-Fe complexes

表 1　DHPET紫外—可见光吸收曲线峰值拟合数据†

Table 1　DHPET UV-Vis absorption curve peak fit data

波峰序号

1

2

峰值类型

Gaussian

Gaussian

拟合数据波峰面积

228.260 73

410.095 65

半峰宽

135.430 36

314.805 83

最大高度

2.041 07

1.283 28

波峰加权平均中心

413.619 89

773.425 93

拟合数据波峰面积百分比/%

35.757 57

64.242 43

† 卡方为 7.530 29×10-4；调整 R2为 0.996 539。
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结果表明，DHPET 浓度在 10~90 mmol/L 范围时，相对标

准偏差为 0.30%~1.92%，相对误差为-0.40%~0.62%，表

明模型的精度高，精密度检测试验结果见表 3。

为进一步检验模型的可靠性，对模型进行复合残差

分析，如图 8 所示。正态概率图紧密贴合参考线；残差—

拟合值散点图未检测到显著的非线性模式，呈现随机点

状分布模式，均不超过临界值 t0.025（8）=2.306，有效支持模

型线性设定；数据序列图于水平轴上无规则变化；残差分

布直方图呈现近似对称结构且中心化于零点，虽存在轻

微左偏现象，但仍满足正态分布假设。

2.3.3　方法比对与实际酶促样品验证　如图 9 所示，紫

外 — 可 见 分 光 光 度 法（Vis-UV）与 高 效 液 相 色 谱 法

（HPLC）对 DHPET 的定量分析均表现出优异线性，其标

准曲线相关系数（R2）分别达 0.995 9，0.999 9。

但高效液相色谱法由于色谱柱容量的限制，浓度过

高时无法准确定量，需要对样品进行稀释，而分光光度法

虽检测限较高，但其线性范围更宽，无需复杂前处理即可

直接测定催化反应液中的 DHPET 浓度。采用实际酶促

反应样品，通过液相色谱法进行进一步方法比对验证，色

谱图如图 10 所示。可以明显发现，随着酶催化反应的进

程，样品 2 的 DHPET 浓度相较于样品 1 上升，HPET 浓度

下降。

DHPET 相较于 HPET 因邻苯二酚结构多一个酚羟

基，其极性与亲水性显著增强，导致在反相色谱中保留时

间缩短。试验表明，DHPET 的保留时间为（6.5±0.3） min，

而 HPET 为（8.3±0.3） min。尽管 HPLC 法可实现高分辨

率分离，但其单次分析耗时长达 25~40 min，相较于分光

光度法时间效率偏低。因此，在催化工艺优化中，分光光

度法可更好地用于实时监控，而 HPLC 作为仲裁方法用于

痕量杂质鉴定。以上双方法标准溶液精密度试验对比

见表 4。

图 7　DHPET 标准曲线拟合

Figure 7　DHPET labelled curve fitting

表 2　拟合方程及其检出限

Table 2　Fitting equations and their detection limits

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

浓度/

（mmol·L-1）

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

吸光度

2.037 61

1.888 10

1.760 99

1.676 43

1.576 99

1.390 70

1.224 88

1.058 03

0.885 40

0.795 20

回归直线

Y=0.014 09x+
0.654 22

检出限

0.709

测定

下限

2.836

表 3　精密度检测试验

Table 3　Precision testing experiment

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

x̄/（mmol·L-1）

SD/（mmol·L-1）

RSD/%

RE/%

低浓度

吸光度

0.792

0.793

0.796

0.799

0.795

0.796

0.797

0.800

10.062 4

0.193 4

1.92

0.62

测量值/

（mmol·L-1）

9.779

9.850

10.062

10.275

9.991

10.062

10.133

10.346

实际值/

（mmol·L-1）

10

中浓度

吸光度

1.365

1.364

1.357

1.325

1.365

1.342

1.349

1.360

49.798 0

0.661 9

1.33

-0.40

测量值/

（mmol·L-1）

50.446

50.375

49.878

47.607

50.446

48.813

49.310

50.091

实际值/

（mmol·L-1）

50

高浓度

吸光度

1.782

1.763

1.791

1.772

1.785

1.791

1.765

1.779

80.039 4

0.266 7

0.30

0.04

测量值/

（mmol·L-1）

80.041

78.693

80.680

79.331

80.254

80.680

78.835

79.828

实际值/

（mmol·L-1）

80
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两种方法的精密度均在可接受范围内，配对差值双

侧显示两组数据无显著性差异（P>0.05），证实分光光度

法在催化体系监控中可替代 HPLC 用于常规分析，尤其在

需频次高、快速反馈的工艺优化场景中更具应用优势。

进一步对其中实际反应样品 1 进行加标试验分析，结果

见表 5。

紫外—可见分光光度法（Vis-UV）与高效液相色谱法

（HPLC）对 DHPET 的加标回收率均表现良好，表明两种

方法的准确度均满足分析要求。进一步对比发现：HPLC

检测限更低，适用于样本组分痕量分析，但其单次分析耗

时较长，且仪器维护成本高昂，限制了其在合成工艺优化

中的高频次应用［25］；Vis-UV 的检测限较高，但分析速度提

图 8　复合残差分析图

Figure 8　Composite residual analysis plot

图 9　标准曲线比对图

Figure 9　Standard curve comparison chart

图 10　实际酶促样品高效液相色谱（HPLC）图比对

Figure 10　Comparison of high-performance liquid 

chromatograms of actual enzymatic samples
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升，若使用酶标仪批量检测可实现每小时超 300 个样本高

速检测，且无需复杂前处理，适用于生物—化学催化合成

体系中 DHPET 的实时浓度监控。综上，在 DHPET 工业

化合成工艺开发中，分光光度法凭借其高效率、操作简易

性及可集成的潜力，展现出显著的经济效益优势。

3　结论

该研究基于 Fe3+配位化学调控原理，构建了 3，4-二

羟基苯乙醇的高选择性紫外—可见分光光度法检测体

系。通过 Fe3+与 3，4-二羟基苯乙醇邻苯二酚基团的双齿

螯合作用，诱导特征吸收光谱红移至 760 nm，显著区别于

单酚羟基化合物的弱配位响应，解决了传统紫外法因光

谱重叠导致的选择性不足问题。在优化条件 pH 6.6，3，

4-二羟基苯乙醇/Fe3+摩尔比 1∶1 下，方法线性范围达 3~

100 mmol/L（R2>0.99），检出限为 0.709 mmol/L，精密度

（相对标准偏差<2%）和加标回收率（98.24%）满足工业

催化体系实时监控需求，检测效率较高效液相色谱法提

升，单样检测时间由 25 min 以上缩减至 3 min，且无需复

杂前处理。

紫外—可见分光光度法检测限仍高于高效液相色谱

法，对痕量分析的适用性受限，且复杂基质中 Fe3+与其他

多酚的竞争配位可能干扰检测精度。未来研究可聚焦以

下方向：①  开发辅助信号放大策略以提升灵敏度；②  设

计抗干扰配位体系，实现 3，4-二羟基苯乙醇合成工艺的

全流程智能化控制。
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表 4　双方法标准溶液精密度试验对比

Table 4　Comparison of precision tests of standard solutions of both methods

编号

1

2

3

4

5

6

7

平均值/（mg·mL-1）

标准偏差/（mg·mL-1）

RSD/%

P 值

分光光度法测定值/（mg·mL-1）

样品 1

3.247 1

3.290 9

3.367 4

0.104 0

0.071 0

3.334 6

3.312 7

3.287 73

0.054 60

1.661

样品 2

22.678 5

22.722 2

22.383 1

3.214 3

3.247 1

22.667 5

22.536 2

22.611 27

0.128 75

0.569

液相色谱法测定值/（mg·mL-1）

样品 1

3.318 3

3.319 3

3.318 7

22.744 1

22.547 2

3.319 9

3.320 1

3.318 95

0.000 81

0.024

样品 2

22.629 2

22.630 6

22.629 5

3.318 3

3.318 1

22.630 1

22.628 4

22.629 48

0.000 71

0.003

配对差值/（mg·mL-1）

样品 1

0.071 2

0.028 4

0.048 7

22.629 0

22.629 5

0.014 7

0.007 3

0.049 34

0.034 96

0.16

样品 2

0.049 3

0.091 7

0.246 5

0.115 2

0.082 3

0.037 5

0.092 2

0.102 08

0.069 02

0.71

表 5　双方法加标对比分析

Table 5　Comparative analysis of bifurcated labelling

编号

1

2

3

4

5

6

7

平均值/（mg·mL-1）

回收率/%

回收率均值/%

Sp/%

分光光度法测定值/（mg·mL-1）

10 mg/mL

13.302 0

13.345 7

13.334 8

13.312 9

13.291 0

13.345 7

13.389 5

13.331 66

100.44

20 mg/mL

22.621 4

22.577 6

22.643 2

22.621 4

22.599 5

22.665 1

22.577 6

22.615 11

96.64

98.24

1.97

40 mg/mL

42.318 0

42.646 2

42.099 1

42.536 8

42.427 4

42.427 4

41.989 7

42.349 22

97.65

液相色谱法测定值/（mg·mL-1）

10 mg/mL

13.269 2

13.269 8

13.268 5

13.269 2

13.269 4

13.268 5

13.268 8

13.269 06

99.81

20 mg/mL

23.366 9

23.368 4

23.367 3

23.368 9

23.367 6

23.366 6

23.368 4

23.367 71

100.40

99.28

1.47

40 mg/mL

42.334 6

42.333 6

42.332 4

42.333 0

42.334 9

42.332 7

42.333 3

42.333 49

97.61
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